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RESUMO 
 
 O interesse na busca de biodiesel como alternativa ao diesel de petróleo 
intensificou-se nos últimos anos, devido à eminente escassez e ao grande impacto 
ambiental causado pela queima do diesel. Diante disso, várias espécies oleaginosas 
vem sendo estudadas para a produção de biodiesel, dentre ela a bocaiúva. Essa 
palmeira possui alta produtividade e adaptação a regiões semi-áridas. A produção 
comercial de bocaiúva depende da domesticação da espécie, para se obter uma 
maior homogeneização do cultivo e da colheita. Como sua produção ainda é 
extrativista, a embriogênese somática vem como ferramenta para a uniformização e 
produção em larga escala. O objetivo desse trabalho foi induzir a embriogênese 
somática por meio da técnica do TCL („Thin Cell Layers‟) a partir de explantes 
foliares de bocaiúva. A metodologia consistiu na cultura de oito explantes foliares de 
tipo tTCLs  (“transversal thin cell layers”), com cerca de 1 mm de espessura. O 
primeiro teste consistiu na indução da calogênese em meio de cultura Y3-1 (sais do 
meio Y3 de Eeuwens, 1976, vitaminas de Morel e Wetmore 1951, 30 g.L-1 de 
sacarose, 0,5 g.L-1 de glutamina e 1,5 g.L-1 de carvão ativado), acrescido de três 
concentrações de picloram (150, 300 e 600 µM). Os explantes foram mantidos no 
escuro durante 90 dias e após isso transferidos para meio de cultura Y3-5, que 
consistiu do meio Y3-1 acrescido de 40 µM de 2,4-D, 10 µM de 2-iP e 0,5 g.L-1 de 
caseína hidrolisada, sendo o mesmo renovado a cada 30 dias. No segundo teste, a 
calogênese foi induzida em meio Y3-1 com 300 µM de picloram e depois de 90 dias 
a concentração de picloram foi reduzida pela metade. Os calos foram transferidos 
para meio Y3-6, que consistiu no meio Y3-1 acrescido de 75 µM de picloram, 20 µM 
de 2-iP e 0,5 g.L-1 de caseína hidrolisada, sendo renovado a cada 30 dias. Foram 
avaliadas a taxa de calogênese e a formação de diferentes tipos de calos e de 
embriões somáticos. No primeiro teste houve formação de calos nos meios de 
cultura contendo picloram, mas não houve diferenças entre as três concentrações 
utilizadas.  A interação entre a concentração de picloram e a origem do explante foi 
significativa e os melhores resultados obtidos nas concentrações de 150 e 300 µM 
de picloram com as regiões mais basais. A eliminação de picloram e adição de 2,4-D 
e 2-iP favoreceram o crescimento dos calos e formação de massas friáveis e calos 
nodulares, mas apareceram estruturas alongadas anormais. Nos explantes mais 
basais houve maior formação de massas friáveis. No segundo teste, novamente foi 
marcante a influência da origem do explante sobre a calogênese, que foi maior nos 
três explantes basais. A redução gradual de picloram e adição de 2-iP no meio 
favoreceu a formação de massas friáveis e calos nodulares e, a partir destes, 
estruturas globulares se formaram, principalmente nos cinco explantes basais.. A 
técnica do TCL e o uso de picloram foram eficientes na indução de calos em 
explantes foliares de bocaiúva, sendo recomendadas as concentrações de 150 e 
300 µM. 
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1  INTRODUÇÃO 
 
 Diante da busca de alternativas e do apelo para o uso de produtos que 
substituam o petróleo e seus derivados, que são finitos e poluem o ambiente, a 
produção de energia renovável por meio de biomassa aumentou a partir de 2005. 
Além de ser um recurso renovável, a produção de biocombustíveis pode tornar o 
agronegócio mais sustentável. 
A Lei nº 11097, de 13 de janeiro de 2005, introduz os biocombústíveis na 
matriz energética brasileira, determinando que a partir de 2013 o uso de B5 (5% de 
biodiesel e 95% de diesel de petróleo) passará a ser obrigatório em todo o território 
(BRASIL, 2005). Assim, várias espécies vegetais têm sido estudadas com a 
finalidade de serem utilizadas na produção de biocombustível, como as seguintes 
espécies de palmeiras: dendezeiro (Elaeis guineensis), bocaiuva (Acrocomia 
aculeata Lodd. ex Mart.), tucumã (Astrocaryum aculeatum) e inajá (Maximiliana 
maripa Drude) (TRZECIAK, 2008; LEITE, 2010). 
A importância das palmeiras citadas é a adaptação a diferentes sistemas 
produtivos, alta produção de frutos e alta quantidade de óleo extraído por unidade de 
área cultivada. Além disso, os co-produtos obtidos com a extração do óleo podem 
suprir os gastos com o cultivo, como a torta obtida com alto valor protéico e o 
endocarpo que pode ser utilizado na fabricação de carvão de qualidade (SILVA, 
1986). A bocaiuva, o tucumã, o inajá e outras palmeiras em estudo, mostram-se 
promissoras na produção de óleo, superando a quantidade de óleo produzido por 
hectare em relação à soja, que é utilizada hoje, e na possibilidade de consorciar o 
plantio com pastagem para o gado (COSTA E MARCHI, 2008; DURÃES, 2009).  
A bocaiuva (Acrocomia aculeata Lodd. ex Mart), uma das palmeiras alvo de 
pesquisas e uma das promissoras na produção de biodiesel, possui ampla 
distribuição geográfica, sendo encontrada desde o Estado do Rio Grande do Sul até 
na América do Norte. Ela possui alta produção de frutos e adaptabilidade a regiões 
semi-áridas, mas a sua utilização na produção de biodiesel depende da 
domesticação da espécie, para obter maior homogeneidade do produto (MOURA, 
2007). Além disso, a cultura da bocaiúva em lavouras familiares para a produção do 
 
 
óleo como biodiesel representa uma alternativa importante para a erradicação da 
pobreza no campo, uma vez que utiliza de um grande número de pessoas. 
 
A utilização de técnicas de cultivo in vitro para a seleção e produção de 
genótipos superiores de bocaiúva se mostra promissora. A forma de propagação 
convencional é por meio de sementes, e estas possuem baixa taxa de germinação e 
as mudas resultantes apresentam alta variabilidade. O cultivo de embriões in vitro 
propiciou uma taxa de germinação superior a natural e uma maior produção de 
mudas. Entretanto, as mudas se mostraram muito heterogêneas, sendo necessária 
uma técnica de seleção e propagação das mudas com características superiores 
(BANDEIRA, 2008; DELFRATE, 2009).  
A embriogênese somática mostra-se importante para a clonagem e também 
para o melhoramento genético, visando o desenvolvimento de cultivares com 
características selecionadas e a produção em escala comercial, como: maior 
produtividade; teor e qualidade do óleo e também porte das plantas. A técnica foi 
utilizada na produção de embriões somáticos a partir de embriões zigóticos maduros 
por Moura et al. (2009), sendo que esse explante não gera plantas com o mesmo 
genótipo da planta doadora, sendo necessária a produção de embriões a partir de 
tecidos adultos.  
Visto a necessidade de domesticação da bocaiúva para a produção em larga 
escala, esse trabalho visou a produção de mudas desta palmeira por meio da 
embriogênese somática com uso da técnica do TCL- “Thin Cell Layer” (TRAN 
THANH VAN, 1973), a partir de explantes de tecidos foliares.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2  OBJETIVOS 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Estudar a etapa de iniciação de embriões somáticos. a partir de segmentos 
foliares de bocaiúva utilizando a técnica  TCL („Thin Cell Layer‟).  
 
 
2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Testar diferentes regiões da parte aérea na indução e iniciação de embriões 
somáticos. 
Testar o efeito da auxina picloram na indução de massas embriogênicas em 
segmentos foliares de bocaiúva obtidos de cultura in vitro. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
3.1 Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart 
 
A palmeira bocaiúva, pertencente à família Arecaceae, foi descrita 
primeiramente por Jacquin (1763) e denominada de Cocos aculeatus Jacq. Em 
1824, Martius a transferiu para o gênero Acrocomia, denominando-a de Acrocomia 
sclerocarpa e Loddiges (1845) e designou-a posteriormente como Acrocomia 
aculeata (MISSOURI, 2005; LORENZI, 2006; LISENGEN E CERVI, 2009).   
 O gênero Acrocomia é composto por duas espécies, A. aculeata (Jacq.) Lodd. 
ex Mart. e A. hassleri (B. Rodr.) W. J. Hahn, sendo que a diferença entre as duas é o 
tamanho dos indivíduos. A. aculeata possui maior porte e é distribuída nas regiões 
tropicais da América e A. hassleri possui pequeno porte é restrita ao cerrado no 
Brasil e Paraguai (HENDERSON et al., 1995; LORENZI, 2006; LISERGEN E CERVI, 
2009). 
A bocaiúva possui ampla dispersão, ocorrendo desde o México até a 
Argentina, Bolívia, Paraguai, Antilhas, exceto Peru e Equador. No Brasil, é 
encontrada do Pará até São Paulo, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul, sendo que 
as populações concentram-se nos estados de Minas Gerais, Goiás, Mato Grosso e 
Mato Grosso do Sul, principalmente nas regiões não colonizadas (MARTINS, 1983; 
LORENZI, 2006). 
Conhecida popularmente como macaúba, macaúva, bocaiúva, coco-de-
catarro, chiclete-de-baiano, mucajá, macajuba, macacauba, coco-baboso, mucaia, a 
palmeira caracteriza-se por um estipe de 10 a 15 m de altura e 20 a 30 cm de 
diâmetro com a região dos nós coberta de espinhos escuros pontiagudos com cerca 
de 10 cm de comprimento. As folhas são pinadas com comprimento variando de 4 a 
5 metros, com cerca de 130 folíolos de cada lado e espinhos na região central. Entre 
as folhas encontra-se a espata de até 2 m de comprimento, as inflorescências 
amarelas e os cachos dos frutos de tom marrom-amarelado. A inflorescência é em 
forma de espádice, com 50 a 80 cm de comprimento, suspensa e protegida por 
espata coberta de acúleos castanhos. As flores são amarelo-claras, unissexuais, 
sendo que as flores femininas nascem na base da inflorescência e as masculinas na 
 
 
parte superior da mesma. Os frutos são esféricos ou um pouco achatados, em forma 
de drupa globosa com diâmetro variando de 2,5 cm a 5,0 cm. O epicarpo é marrom-
esverdeado e quebra facilmente quando maduro. O mesocarpo é fibroso, oleoso, de 
sabor adocicado, rico em glicerídeos, de coloração amarelo ou esbranquiçado, 
comestível. O endocarpo é fortemente aderido a polpa, duro e enegrecido, com 
cerca de 3 mm de espessura e envolve uma ou duas amêndoas, oleaginosas e 
também comestíveis (LORENZI, 2006). 
 A época de floração varia entre os anos e a planta começa a frutificar após 
cinco anos de idade e possui um rendimento anual médio de quatro cachos por 
palmeira. Cada cacho pode conter de 12 a 15 Kg de frutos. Os frutos imaturos 
permanecem na palmeira quase todo o ano, amadurecendo entre setembro e 
dezembro (SALIS e MATOS, 2009). 
 O valor econômico da bocaiúva pode ser avaliado pelas amplas 
possibilidades de seu aproveitamento. A começar pelo estipe, que no meio rural é 
utilizado na confecção de calhas, mourões ou ripas na construção civil. As folhas 
são usadas como forrageiras nos períodos de seca e na obtenção de fibras para 
produção de linhas, cordas, redes e no artesanato, na confecção de cestos, balaios 
e chapéus. Do cerne do estipe obtêm-se o palmito e uma fécula nutritiva, que cozida 
e fermentada produz um vinho, consumido em países da América Central 
(LORENZI, 2006). 
Quando se fala dos frutos, a palmeira adquire maior representatividade. Da 
polpa, que pode ser consumida in natura, extrai-se o óleo com boas características 
para o processamento industrial, utilizado na indústria de sabões e como óleo 
comestível. O farelo obtido da polpa tem alto valor protéico e é utilizado na 
alimentação animal e também na fabricação de bolos e bolachas, tendo ótimas 
características nutricionais e boa palatabilidade (RAMOS, 2008; BHERING, 2009; 
PINTO, 2010).  O endocarpo, como o de outras palmeiras, é duro e resistente e 
utilizado para queima em fogões a lenha, além de poder ser usado como carvão em 
gasogênios, operações metalúrgicas e siderúrgicas, por possuir um poder calorífico 
de 5104 Kcal/Kg (SILVA 1986). A amêndoa é comestível e também possui alto teor 
de óleo (55%), é rica em ácido láurico (39%) e oléico (23%), sendo seu uso potencial 
na indústria farmacêutica e alimentícia (FORTES e BAUGH, 1999). 
 
 
Quanto ao valor nutricional dos frutos, a polpa de bocaiúva é considerada 
fonte de cobre para crianças e adultos (71 e 27% da ingestão diária recomendada 
de referência, respectivamente) e também fonte de potássio e zinco, sendo que a 
concentração de potássio é duas vezes maior que a da banana (766,37mg.100g-1 de 
polpa), que é considerada fonte importante de potássio (RAMOS, 2008). A polpa de 
bocaiúva é rica em β-caroteno (89% do total de carotenóides), podendo ser uma 
fonte natural desse nutriente e de vitamina A (RAMOS et al., 2007). Além do valor 
nutricional, da bocaiúva se extrai combustíveis renováveis – o óleo da polpa, o óleo 
da amêndoa e o carvão vegetal, sendo que os óleos da polpa e da amêndoa 
possuem boas características para fabricação de biodiesel. Segundo Melo et al. 
(2009), o óleo da amêndoa possui características mais refinadas, como menor 
viscosidade (28 mm2.s-1) e menor acidez (14,16mg KOH/g), quando comparado com 
o óleo extraído da polpa. A baixa viscosidade é importante para o bom 
funcionamento do motor e a baixa acidez aumenta o rendimento da extração de 
ésteres metílicos e etílicos. Sendo assim, o óleo da amêndoa apresenta melhores 
qualidades para a produção de biodiesel (VIEIRA, 2009). Além disso, ocorre a 
geração da torta e da farinha como co-produtos. 
Os plantios racionais da palmeira permitem cultivos intercalares consorciados, 
com espaçamento suficiente entre as filas. Esses cultivos podem ser de alimentos, 
forrageiras ou oleaginosas de ciclo curto, como girassol, gergelim, nabo forrageiro 
ou mamona, dentre outras (MOTTA et al., 2002).  
  
3.2 Embriogênese somática 
 
 A embriogênese somática, dentro da cultura de tecidos vegetais, é o processo 
de regeneração de plantas por meio de um embrião somático, obtido de células 
vegetativas ou não gaméticas (BHOJWANI e RAZDAN, 1996). Ela é um exemplo da 
totipotencialidade das células vegetais, onde uma única célula é capaz de regenerar 
uma planta inteira, sendo importante na propagação de plantas cuja reprodução é 
ausente, como no caso de híbridos, ou quando as sementes apresentam dormência 
e baixa taxa de germinação, como ocorre em várias espécies de palmeiras. Além 
 
 
disso, as culturas embriogênicas são um sistema eficiente para transformação 
genética, indução e seleção de mutações e regeneração de plantas haplóides. A 
embriogênese somática ainda pode ser um meio eficiente para a produção de 
sementes sintéticas, como fonte de explantes para a criopreservação de espécies 
em extinção, devido às vantagens de obtenção de grande número de propágulos e o 
alto grau de automatização, possibilitando baixar os custos por unidade produzida 
(MOURA, 2007; CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2007; SILVA, 2008).  
 Os embriões somáticos possuem um desenvolvimento muito parecido com o 
embrião zigótico, morfologicamente, apresentando no início uma diferenciação 
estrutural bipolar, que consiste do ápice caulinar e radicular, passando pelos 
estágios de desenvolvimento embrionários: globular, cordiforme, torpedo e 
cotiledonar (GUERRA et al., 1999). Em relação às monocotiledôneas, os embriões 
somáticos surgem como estruturas globulares, que crescem e se desenvolvem, 
assemelhando-se a um escutelo e um coleóptilo (GEORGE, 1996). 
O início da embriogênese somática se dá com a formação de células com 
competência embriogênica, seguida pela formação do embrião somático, maturação, 
germinação e regeneração completa da plântula (VON ARNOLD et al., 2002). A 
competência embriogênica celular é a capacidade de responder a sinais específicos, 
tais como condições de cultura e concentração de reguladores vegetais, sendo que 
a indução de embriões somáticos é a resposta a esses sinais (YEUNG, 1995). Ela 
pode ser considerada como uma opção mais apropriada para a regeneração de 
espécies florestais (MARTINEZ-RUIZ et al., 2003) incluindo as palmeiras 
(STEINMACHER et al., 2007a,b; SANÉ et al., 2006; EKE et al., 2005; LEDO et al., 
2002).  
A embriogênese somática ainda necessita de maiores estudos para a 
definição do sinal que dá o início a esse processo. A aquisição da competência 
embriogênica e desenvolvimento do embrião parecem ser controlados por uma 
combinação da regulação espacial e temporal de genes específicos. Esses genes 
podem ser divididos em dois grupos: promotores e repressores da embriogênese 
somática, sendo que entre os promotores o melhor caracterizado é o SERK 
(embriogênese somática quinase receptor), isolado de células embriogênicas de 
cenoura (SCHMIDT et al. 1997; KOEHLER, 2010; STEINMACHER, 2010).  
 
 
Para obtenção de embriões somáticos, dois caminhos são possíveis: a via 
direta e a via indireta. A embriogênese pode ocorrer diretamente no tecido, na 
ausência de qualquer calo ou a partir deste, que apresenta células em divisão 
desorganizadas, em diferentes estádios de diferenciação, das quais se originam os 
pró-embriões, geralmente com o uso de altas concentrações de auxinas 
(TISSERAT, 1991; GUERRA et al., 1999).   
Umas das auxinas utilizadas na indução da embriogênese somática é o 
picloram, que mostrou bons resultados na indução de calos em mandioca (GROLL 
et al. 2001); tulipa (PTAK e BACH, 2007); dendezeiro (TEIXEIRA et al., 1995) e 
macaúba (MOURA et al., 2009). Além das auxinas, outros fatores atuam na 
capacidade embriogênica, como a fonte do explante, que pode ser qualquer parte 
viva da planta. Em geral, os explantes que melhor respondem são os provenientes 
de estruturas reprodutivas, como embriões zigóticos, hipocótilos, cotilédones e 
inflorescências. Os explantes mais utilizados são embriões maturos e imaturos (KIM, 
1997; HUONG et al., 1999; RAJESH et al.,2003; LAMB et al., 2002; MOURA, 2007; 
STEINMACHER, 2005, 2010), inflorescências (GUERRA E HANDRO, 1998; FILIPPI, 
2001; FKI 2003; STEINMACHER, 2005), raízes (GENDY et al., 1996; LEGUILLION 
et al., 2003), folhas (GUERRA E HANDRO, 1998; AYUB e GEBIELUCA, 2003; FKI, 
2003; OTHMANI et al., 2009) , meristemas apicais (VALVERDE, 1987)  e anteras 
(MAZZOCATO, 2005; SILVA et al., 2009a).  
Além do uso de reguladores vegetais, o genótipo da planta doadora e o meio 
de cultura utilizado influenciam o sucesso da embriogênese somática. Os meios de 
cultura devem fornecer as substâncias essenciais para o desenvolvimento dos 
explantes e são compostos por macro e micronutrientes em diferentes 
concentrações, vitaminas, aminoácidos, fontes de carbono e reguladores vegetais, 
além de outras substâncias como mio-inositol, sorbitol e agentes geleificantes 
(SLATER et al., 2003). 
 A lista de minerais incluídos na maioria dos meios de cultura utilizados hoje 
foi definida por White e foi durante anos o meio básico utilizado para a cultura de 
tecidos de diferentes espécies. Na tentativa de otimizar o crescimento de calos in 
vitro, modificações do meio White foram feitas por Murashige e Skoog (1962). O 
meio MS, junto com o B5 (GAMBORG et al., 1968), são os mais utilizados na cultura 
 
 
de tecidos da grande maioria das espécies (CALDAS et al., 1998), além do WPM 
(LLOYD e McCOWN, 1980), elaborado para espécies lenhosas. Para o coqueiro 
(Cocos nucifera), Eeuwens (1976) desenvolveu o meio de cultura Y3.  Além desses, 
há outros meios desenvolvidos para outros grupos de plantas, sendo que a resposta 
a cada um deles varia de espécie para espécie e também em função do explante 
utilizado.    
 Além de fornecer substâncias essenciais para o desenvolvimento dos 
explantes, o meio de cultura deve conter substâncias capazes de induzir a 
desdiferenciação celular. Foi postulado que uma das maiores forças modelando a 
transição de célula somática para um estado embriogênico seria o nível de estresse 
ao qual essas células são submetidas, já que as mesmas são provenientes de 
explantes cultivados em condições não-balanceadas, e a embriogênese somática 
seria possivelmente o resultado da adaptação dessas células a esse novo ambiente 
(DUDITS et al., 1995; FEHER et al., 2003). 
Esforços para induzir embriogênese somática têm sido descritos para muitas 
espécies de interesse econômico, em que as metodologias utilizadas envolvem 
mudanças no meio de cultura, estabelecimento de diferentes tipos e concentrações 
de reguladores vegetais e outras condições de cultura, como a densidade de 
células, nutrientes e iluminação (TITON et al., 2007). 
 
3.3 Técnica do TCL (―Thin Cell Layer‖) 
 
A técnica do TCL (“Thin Cell Layer”) usa pequenos explantes excisados de 
diferentes orgãos vegetais (caule, folhas, inflorescências, botão floral, cotilédones, 
hipocótilos e embriões), podendo ser longitudinais (lTCL) ou transversais (tTCL). Os 
lTCLs contém somente um tipo de tecido, como células epidérmicas enquanto que 
os tTCLs incluem um pequeno número de células de diferentes tecidos: epidermal, 
cortical, câmbio, tecido perivascular e vascular e células parenquimáticas (TRAN 
THANH VAN, 1980). Ele foi desenvolvido para estudar, nos níveis celular, 
bioquímico e molecular, os mecanismos que controlam a morfogênese in vitro das 
dicotiledôneas (TRAN THANH VAN, 1973). Primeiramente foi utilizado em tabaco 
(Nicotiana tabacum L.), por Tran Thanh Van (1973) que cultivou cortes transversais 
 
 
de caule (tTCL) de diferentes partes da planta e obteve rapidamente a 
organogênese direta de botões florais, que se originaram da epiderme dos tTCLs, 
mostrando a eficiência da técnica na regeneração de orgãos de uma maneira rápida, 
a partir de diferentes regiões da planta e com uma pequena quantidade de material 
vegetal inicial. Mais tarde, esse método ajudou a superar a regeneração recalcitrante 
em monocotiledôneas (JULLIEN e TRAN THANH VAN, 1994). 
As rotas morfogênicas (calogênica, caulogênica, rizogênica, embriogênica 
somática e floral) de um explante são manipuladas, de uma forma controlada e 
repetível, com a técnica do TCL, que controla certas características dos explantes 
(NHUT, 2003). 
O sistema de TCL é o isolamento de células específicas ou camadas de 
tecidos, que, dependendo das condições de crescimento (luz, temperatura, pH, 
presença de reguladores vegetais) e do estado genético, pode acarretar na indução 
in vitro de rotas morfogênicas específicas. Essa capacidade depende de inúmeros 
fatores, como o estado fisiológico e a origem do TCL e fatores de estresse aplicados 
ao TCL (SILVA e NHUT, 2009b). Essas rotas morfogênicas podem ser reguladas e 
direcionadas para a formação de diferentes órgãos, podendo ser usados na 
produção controlada de embriões somáticos e seu uso subseqüente como semente 
sintética. Além disso, o TCL pode ser usado no aumento da produção de metabólitos 
secundários e farmacêuticos através da cultura de órgãos transgênicos e no 
aumento da eficiência e controle da regeneração de tecidos transformados (SILVA, 
2003). 
Para a regeneração de orgãos, a técnica do TCL foi usada em violeta africana 
(híbrido Saintpaulia ionantha x confusa), com formação de brotações a partir de 
discos foliares (LO et al., 1997); na orquídea híbrida Doritaenopsis, com indução de 
protocormos a partir de células subepidérmicas da folha (PARK et al., 2002); em 
Dendrobium candidum, com formação de brotações a partir de folhas jovens (ZHAO 
et al., 2007); em Rhynchostylis gigantea, com regeneração de brotações a partir de 
tTCL do pecíolo da folha (LE et al., 1999); em Helianthus (PELISSIER et al., 1990) e 
em Aranda (LAKSHMANAN et al., 1995). 
Trabalhos envolvendo embriogênese somática a partir de TCLs foram feitos 
para Bambusa glaucescens, com calogênese a partir de TCLs de folhas jovens 
 
 
(JULLIEN e TRAN THANH VAN, 1994); sorgo (Sorghum bicolor), com a produção de 
embriões somáticos a partir de tTCLs de raízes ou epicótilos (GENDY et al., 1996); 
Panax ginseng, a partir de tTCLs de cotilédones, pecíolos e raízes, com a ocorrência 
de embriogênese direta (AHN et al., 1996); Psophocarpus tetragonolobus, com 
obtenção de embriões somáticos a partir de tTCLs provenientes de folhas cultivadas 
in vitro (AHMED et al., 1996);  Digitaria sanguinalis, com tTCLs de diferentes regiões 
da planta (LE et al., 1997); Citrus sp., onde tTCLs provenientes do estigma da flor 
produziram embriões somáticos em cinco espécies e tTCLs provenientes do ovário 
em duas espécies (CARIMI, 1999); Oryza sativa (NHU et al., 2000); girassol 
(Helianthus annuus L.), embriogênese direta a partir de camadas epidérmicas do 
hipocótilo (BOLANDI et al., 2000); espinafre (Spinacia oleracea L.), embriogênese 
somática a partir de tTCLs de cotilédones, hipocótilos e raízes (LEGUILLON et al., 
2003); cana-de-açúcar (Saccharum sp.), com cultura de tTCLs de folhas de híbridos 
interespecíficos, ocorrendo embriogênese somática e organogênese direta 
(LAKSHMANAN et al., 2006). 
Em relação a espécies de palmeiras, a técnica do TCL foi aplicada em 
pupunha (Bactris gasipaes) por Steinmacher et al. (2007b), que utilizou cortes 
transversais de folhas jovens de plantas cultivadas in vitro como fonte dos explantes. 
Tais explantes foram cultivados em meio MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962), com 
diferentes concentrações de picloram, obtendo um aumento da produção de 
embriões somáticos, comparado com trabalhos anteriores sem o emprego da 
técnica. Scherwinski-Pereira et al. (2010) aplicaram a técnica em dendezeiro (Elaeis 
guineensis), utilizando explantes provenientes de folhas jovens de plantas cultivadas 
in vitro, obtendo embriões somáticos em meio MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) 
com picloram ou 2,4-D.            
 
 
3.4 Embriogênese somática em palmeiras 
Inúmeras justificativas têm sido reportadas ao uso de técnicas de cultura in 
vitro em palmeiras como uma prática auxiliar para estudos morfogenéticos e para 
acelerar programas de melhoramento genético. Os programas de melhoramento em 
palmeiras são demorados e complexos devido ao longo ciclo, hábito de crescimento 
 
 
e ausência de métodos convencionais de propagação vegetativa.  Nesse contexto, a 
cultura de tecidos torna-se um instrumento valioso na propagação vegetativa in vitro 
para clonagem rápida de genótipos superiores, na preservação e intercâmbio de 
germoplasma e no melhoramento genético (LEDO et al., 2002).  
 
Vários trabalhos de embriogênese somática envolvendo palmeiras são 
relatados, devido ao potencial dessas espécies e à dificuldade de propagação 
convencional, sendo que as três espécies mais estudadas são o dendezeiro (Elaeis 
guineensis), o coqueiro (Cocos nucifera) e a tamareira (Phoenix dactilifera L.) 
(SILVA, 2007). 
Em dendê (Elaeis guineensis), a embriogênese somática foi induzida a partir 
de embriões zigóticos (TEIXEIRA et al., 1995; RAJESH et al., 2002; CHEHMALEE E 
TE-CHATO, 2008; ANGELO et al., 2009), inflorescências (TEIXEIRA et al., 1994) e 
folhas jovens  (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2010).  
Com a pupunha (Bactris gasipaes), foram utilizados embriões zigóticos 
(ARIAS, 1985; VALVERDE et al., 1987; STEINMACHER, 2005, 2010); 
inflorescências (ALMEIDA E KERBAUY, 1996; STEINMACHER, 2005) e folhas 
(STEINMACHER, 2007). Guerra e Handro (1998) induziram a embriogênese 
somática em jussara (Euterpe edulis) a partir de embriões zigóticos, inflorescências 
e folhas.  
Trabalhos de embriogênese somática com o coqueiro (Cocos nucifera) foram 
realizados com embriões zigóticos imaturos e maturos utilizando o 2,4-D (SAMOSIR, 
1998) e 2,4-D com ABA (FERNANDO e GAMAGE, 2000) e com eixos embrionários 
(GOMES, 2004). A produção de embrióides usando 2,4-D e BA foi relatada por 
Pannetier et al. (1986), utilizando folhas jovens obtidas de mudas de viveiro, de 5 
anos e maduras. Já Verdeil e Huet (1994), cultivando inflorescências imaturas em 
meio com 2,4-D, obtiveram calos brancos e globulares e conseguiram regenerar 
completamente plantas de coqueiro. Chan et al. (1998), Pérez-Nunez et al. (2006), 
Sáenz et al. (2006) utilizaram como explante plúmulas provenientes de embriões 
maduros de coqueiro. Embriões somáticos de coqueiro foram obtidos por Perera et 
al. (2007) cultivando ovários não fertilizados em meio com 2,4-D.  
 
 
Protocolo para a embriogênese somática de Phoenix dactilifera L. foi descrito 
por Al-Khayri (2005) a partir de ápices caulinares, incluindo preparação dos 
explantes, calogênese, desenvolvimento de embriões somáticos, regeneração de 
plantas e aclimatização. Taha et al. (2002) obtiveram embriões somáticos cultivando 
meristemas apicais e primórdios foliares da variedade Zaghlool. Outros explantes 
utilizados foram inflorescências e ápices caulinares (BHASKARAM e SMITH, 1992), 
inflorescências (FKI et al., 2003), folhas jovens (FKI et al., 2003; OTHMANI et al., 
2009), meristema apical e rebentos jovens (EKE et al., 2005) e gemas apicais 
(BHARGAVA et al., 2003). Sané et al. (2006) e Zouine e Hadrami (2006) obtiveram 
embriões somáticos a partir de cultura de células em suspensão, com explantes 
provenientes de folhas jovens e ápices caulinares. 
A palmeira Phoenix canariensis foi objeto de estudo de Huong et al. (1999), 
que utilizaram como explantes embriões zigóticos e ápices caulinares, cultivando-os 
em meio MS acrescido de picloram com cinetina ou 2,4-D com 2-iP e obtiveram 
embriões somáticos após seis meses de cultivo. Sarasan et al. (2005) induziram 
embriogênese somática em Hyophorbe lagenicaulis (L. Bailey) H. E. Moore, 
utilizando como explantes plântulas germinadas in vitro e seccionadas em haustório, 
plúmula e raiz.    
Wang et al. (2003) obtiveram embriões somáticos a partir de embriões 
zigóticos de Areca catechu em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) adicionado 
de dicamba. Foi estabelecida a regeneração da mesma palmeira por meio da 
embriogênese somática, a partir segmentos de folhas, raízes e caule cultivados em 
meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) com diferentes concentrações de 2,4-D e 
dicamba (WANG et al., 2006). 
O açaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) foi objeto de estudo de Ledo et al. 
(2002), que obtiveram embriões somáticos via embriogênese direta a partir de 
embriões zigóticos cultivados em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) com 
diferentes concentrações de 2,4-D.  
Calamus merrillii e Calamus subnermis, duas palmeiras de onde se extrai o 
vime, foram estudadas por Goh et al. (2001), que utilizaram embriões zigóticos e 
 
 
fragmentos de folhas jovens e raízes primárias de plantas obtidas in vitro como 
explantes para a embriogênese somática.  
Outros trabalhos com palmeiras foram realizados envolvendo a embriogênese 
somática, como em Metroxylon sagu, utilizando folhas jovens (ALANG, 1987) e 
Geonoma gamiova, utilizando embriões zigóticos imaturos (DIAS, 1994). 
 
 
 
3.5 Embriogênese Somática em Bocaiúva 
 
Experimentos de embriogênese somática em bocaiúva se iniciaram com 
Tabai (1992), que induziu a calogênese a partir de embriões zigóticos, testando duas 
auxinas: 2,4-D e picloram. Ele não obteve embriões somáticos, mas observou que o 
picloram foi melhor na indução de calos do que o 2,4-D, que induziu calogênese em 
concentrações superiores a 226, 25 uM ; entretanto, esses calos não apresentaram 
capacidade embriogênica. 
O primeiro relato da obtenção de embriões somáticos de bocaiúva foi feito por 
Moura (2007) e Bandeira (2008), que utilizaram embriões zigóticos de bocaiúva e 
testaram as auxinas 2,4-D, picloram, NOA e CPA (9 µM) e também as mesmas 
auxinas combinadas com 1µM de TDZ. As auxinas que proporcionaram melhor 
formação de calos com características embriogênicas foram o picloram e o 2,4-D, 
combinados com TDZ, sendo que a formação de embriões somáticos foi maior com 
o uso do picloram sem TDZ. A germinação dos embriões somáticos foi obtida por 
Moura et al. (2009). 
Trabalhos com o uso de outras fontes de explantes que não sejam embriões 
zigóticos ainda não foram relatados para essa espécie. 
  
 
 
 
 
 
4  MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
4.1 Local de Trabalho 
 
 Os experimentos foram realizados no Laboratório de Micropropagação do 
Departamento de Botânica localizado no setor de Ciências Biológicas da 
Universidade Federal do Paraná, Curitiba – PR. 
 
 
4.2 Material Vegetal 
 
 Foram utilizadas mudas crescidas in vitro a partir de embriões zigóticos 
obtidos de frutos maduros (FIGURA 1A) de bocaiúva provenientes da Fazenda 
Campanário, localizada em Bodoquena, Mato Grosso do Sul. Procedeu-se a limpeza 
dos frutos, que consistiu na retirada do epicarpo e mesocarpo (FIGURA 1B). O 
endocarpo foi removido e as sementes retiradas com a ajuda de uma morsa 
(FIGURA 1C). As sementes foram desinfestadas com etanol 70º por 1 minuto e 
hipoclorito de sódio (NaOCl) a 12% mais 0,1% de Tween® 20 por 10 minutos em 
agitação constante e, em seguida, lavadas com água destilada estéril por três vezes, 
sendo todo o processo realizado em câmara de fluxo laminar.  
 
4.3 Germinação 
 
Os embriões foram removidos das sementes com auxílio de pinça e bisturi 
(FIGURA 1D) e inoculados em meio Y3 (EEUWENS, 1976). A germinação ocorreu 
em sala de crescimento com temperatura de 27± 2ºC de dia e de 18± 1ºC de noite, 
sob luz fluorescente do tipo branca fria com fluxo de fótons de aproximadamente 40 
 
 
 mol.m   .s  ¹ e fotoperíodo de 16 h. Após 3 meses de cultivo, as mudas com a parte 
aérea entre 20 e 40 mm de altura (FIGURA 1E) foram selecionadas para a indução 
de embriogênese somática. O meio de cultura para a germinação consistiu nos sais 
e vitaminas do meio de cultura Y3, sacarose (3%), carvão ativado (0,1%) e ágar 
VETEC® (0,6%).  
Todos os meios tiveram seu pH ajustado em 5,8 com NaOH 1N ou HCL 1N e 
foram autoclavados a 120ºC por 20 minutos. 
 
4.4 Experimentos de indução de calos e massas embriogênicas 
 
As mudas selecionadas foram retiradas dos tubos após 90 dias de cultivo in 
vitro e a parte aérea separada das raízes e do haustório com auxílio de pinça e 
bisturi e seccionada a partir da base em oito segmentos de aproximadamente 2 mm 
de espessura (TCL- “Thin Cell Layer”). Os oito segmentos foram então inoculados 
em ordem nas placas de Petri (FIGURA 1F), contendo meio de cultura Y3-1 
(TABELA 1). A esse meio foram acrescidos reguladores vegetais para avaliar a 
indução de calos e formação de massas embriogênicas. Os explantes foram 
cultivados em placas de Petri de 90 mm de diâmetro e 20 mm de altura, contendo 30 
ml de meio de cultura e foram mantidos no escuro para indução de calos, não sendo 
renovado o meio até a obtenção de massas embriogênicas ou calos nodulares. 
 
4.4.1 Primeiro teste 
 
O primeiro experimento consistiu na cultura dos explantes no meio de cultura 
Y3-1, Y3-2, Y3-3 e Y3-4 (TABELA 1). Foram feitas avaliações da indução de calos e 
formação de massas embriogênicas a cada trinta dias. Após 90 dias, metade dos 
calos com aspecto friável foi transferido para o Y3-1 e metade para meio Y3-5. 
Esses experimentos foram mantidos no escuro em sala de crescimento até a 
obtenção de massas embriogênicas. 
 
 
TABELA 1 – Meios utilizados na embriogênese somática de bocaiúva. 
 Y3 -1  Y3-2 Y3-3 Y3-4 Y3-5 Y3-6 
Sais Y3 Y3 Y3 Y3 Y3 Y3 
Vitaminas Morel Morel Morel Morel Morel Morel 
Sacarose 30 g.L-1 30 g.L-1 30 g.L-1 30 g.L-1 30 g.L-1 30 g.L-1 
Carvão Ativado 1,5 g.L-1 1,5 g.L-1 1,5 g.L-1 1,5 g.L-1 1,5 g.L-1 1,5 g.L-1 
Glutamina 0,5 g.L-1 0,5 g.L-1 0,5 g.L-1 0,5 g.L-1 0,5 g.L-1 0,5 g.L-1 
Caseína - - - - 0,5 g.L-1 0,5 g.L-1 
Gelrite (Gelzan 
CM SIGMA) 
2 g.L-1 2 g.L-1 2 g.L-1 2 g.L-1 2 g.L-1 2 g.L-1 
Picloram - 150 µM 300 µM 600 µM - 75 µM 
2-iP - - - - 10 µM 20 µM 
2,4-D     40 µM  
 
4.4.2 Segundo teste 
 
O segundo teste consistiu na cultura dos explantes em meio Y3-3. Esse 
experimento foi mantido no escuro até a formação de calos. 
Após 90 dias, os calos foram transferidos para meio Y3-2 por 30 dias e depois 
no meio Y3-6. 
 
4.5. Experimento de formação de embriões 
  
 As massas embriogênicas obtidas foram transferidas metade para o meio de 
cultura Y3-1 e metade para o Y3-5. Foram feitos sub-cultivos a cada 30 dias até a 
obtenção de estruturas globulares (calos cobertos de nódulos). Outro teste foi feito 
com massas embriogênicas obtidas do meio Y3-2. Após 90 dias foi reduzida a 
 
 
concentração de picloram pela metade e acrescentado 20 µM de 2-iP (Y3-6). A cada 
mês foi feito um subcultivo com redução de picloram pela metade. 
 
4.6 Delineamento experimental e avaliação 
 
O delineamento experimental foi totalmente casualizado, com 20 placas de 
Petri para cada tratamento. Cada placa de Petri conteve 8 explantes provenientes de 
uma planta, sendo que foram feitas 5 repetições com 4 placas cada uma. 
Foram avaliados: percentagem de explantes formando calos, tipos de calos: 
calo compacto (calo aparentemente endurecido), calo friável (massa semi-sólida, 
sem forma) e calo nodular (calo semi-compacto, que apresentava estruturas 
globulares e/ou alongadas na superfície), formação de massas embriogênicas, 
oxidação dos explantes e presença de embriões somáticos em diferentes estádios 
de diferenciação. 
 
4.7 Análise Estatística 
 
As percentagens obtidas foram transformadas por √(x+5) e os resultados 
foram submetidos à análise de variância (ANOVA), sendo as médias comparadas 
pelo teste de Tukey à 95% de significância, por meio do programa ASSISTAT. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5   RESULTADOS 
 
 
5.1 Indução de calos e massas embriogênicas 
 
 
5.1.1 Primeiro teste 
 
Os explantes foliares de bocaiúva apresentaram aumento de volume após 15 
dias de cultivo, principalmente os provenientes dos cortes basais. Nos cortes 
superiores (do 5° ao 8°) houve expansão foliar, não havendo aumento de volume. A 
partir do 30° dia houve o início da calogênese, observando-se o aumento do volume 
e o surgimento de calos branco/amarelados na superfície dos explantes. Os 
explantes cultivados na ausência de picloram apresentaram expansão foliar, alguns 
com crescimento da parte foliar e radicular e a maioria oxidou após 90 dias de 
cultivo, não apresentando formação de calos em nenhum deles. O picloram presente 
no meio reduziu a oxidação (TABELA 2).  
 
TABELA 2 FORMAÇÃO DE CALOS A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES DE 
Acrocomia aculeata CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA Y3-1*, CONTENDO 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE PICLORAM, APÓS 90 DIAS. 
Picloram (µM) Explantes oxidados (%) Formação de calos (%) 
0 100  a 0,00 b 
150 11,25  c 63,75 a 
300 9,37  c 70,00 a 
600 28,33 b 56,66 a 
CV (%) 34,10 25,35 
* Sais do Y3, vitaminas de Morel, sacarose 3%, carvão ativado 0,15%, 500 mg.L-1 de 
glutamina e gelrite 0,2%. Médias seguidas por letras idênticas nas colunas não diferem entre 
si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  
 
 
 
A calogênese foi observada em mais de 50% dos explantes nas três 
concentrações de picloram (FIGURAS 2B, 2C, 2D), sendo que as percentagens não 
diferiram estatisticamente entre as 3 concentrações (TABELA 2; ANEXO 1). Houve 
diferença marcante na calogênese em função da posição do explante, sendo que os 
dois primeiros cortes inferiores apresentaram a maior taxa de calogênese (entre 86 e 
88%), mas sem diferença significativa das taxas dos cortes 3 a 5 (TABELA 3). Já 
nos cortes 6 a 8, a calogênese foi reduzida e a taxa inferior a 50% dos explantes, 
diferiram dos três primeiros cortes (TABELA 3; ANEXO 2). Os explantes basais são 
provenientes de tecidos mais jovens e provavelmente no primeiro corte se encontra 
o meristema apical caulinar. Os explantes mais distantes do ápice meristemático 
mostraram expansão foliar, principalmente os explantes já clorofilados, onde não 
houve calogênese.  
 
TABELA 3 FORMAÇÃO DE CALOS A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES DE 
Acrocomia aculeata CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA Y3-1*, ACRESCIDO DE 
150, 300 E 600 µM DE PICLORAM, EM FUNÇÃO DA ORIGEM DO EXPLANTE, 
APÓS 90 DIAS.  
Região do explante (por ordem a 
partir da base) 
 
Formação de calos (%) 
1 87,77 a 
2 86,66 a 
3 76,11 ab 
4  62,77 abc 
5  62,77 abc 
6 48,33  c 
7 46,67  c 
8 36,67  c 
CV (%) 25,96 
* Sais do Y3, vitaminas de Morel, sacarose 3%, carvão ativado 0,15%, 500 mg.L-1 de 
glutamina e gelrite 0,2%. Médias seguidas por letras idênticas nas colunas não diferem entre 
si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  
 
 
 
A interação entre as posições dos explantes e as concentrações de picloram 
foi significativa quando aplicada a estatística fatorial (ANEXO 4). Pode-se observar 
que houve maior taxa de formação de calos nos explantes de 1 a 5, sobre tudo nos 
meios contendo 150 e 600 µM de picloram. Entretanto, não houve diferença entre as 
concentrações de picloram (TABELA 4; ANEXO 3). Os calos provenientes dois 
meios suplementados com 150 ou 300 µM de picloram tinham um aspecto mais 
friável (FIGURA 2A) e aparentemente eram de tamanho maior do que os 
provenientes do meio com 600 µM de picloram. Além disso, o material cultivado 
neste último meio oxidou mais do que nas outras duas concentrações (TABELA 2). 
 
TABELA 4 INFLUÊNCIA DA REGIÃO DO EXPLANTE E DA CONCENTRAÇÃO DE 
PICLORAM SOBRE A CALOGÊNESE DE EXPLANTES FOLIARES DE Acrocomia 
aculeata AOS 90 DIAS.   
Porcentagem de explantes formando calos 
                
                  Picloram(µM) 
 
Origem 
0 150 300 600 
1 0 Bd 90,00 Aa 100 Aa 73,33 Aa 
2 0 Bd 100 Aa 80,00 Aa 80,00 Aa 
3 0 Bd 73,33 Aa 85,00 Aa 63,33 Aa 
4 0 Bd 60,00 Aab 65,00 Aa 63,33 Aa 
5 0 Bd 70,00 Aab 65,00 Aa 53,33 Aa 
6 0 Bd 38,33 Aab 70,00 Aa 36,66 Ab 
7 0 Bd 43,33 Aab 55,00 Aa 41,66 Aa 
8 0 Bd 28,33 Ab 45,00 Ab 36,66 Ab 
Letras maiúsculas idênticas indicam que não houve diferenças significativas entre as diferentes 
concentrações de picloram e as minúsculas idênticas que não houve diferenças significativas entre as 
origens dos explantes segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade.  
 
5.1.2 Segundo teste 
 
 
 
No segundo teste utilizando picloram, calos foram induzidos em meio 
acrescido de 300 µM de picloram e foi avaliado somente o efeito da posição sobre a 
calogênese, mostrando que os explantes basais possuem maior capacidade de 
induzir calos, confirmando os resultados obtidos no experimento 1, onde as mesmas 
posições apresentaram-se mais efetivas na indução de calos. A maior porcentagem 
de calogênese foi observada nos cortes 1 a 3 (80 a 96.66%), com diferença 
significativa da taxa dos cortes 6 a 8 (TABELA 5; ANEXO 4).  
 
TABELA 5 FORMAÇÃO DE CALOS A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES DE 
Acrocomia aculeata CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA Y3-3*, DE ACORDO 
COM AS ORIGENS DOS CORTES, APÓS 90 DIAS. 
Origem do explante Formação de calos (%) 
1 91,66 a 
2 96,66 a 
3   80,83 ab 
4     65,00  abc 
5    47,50 bcd 
6  42,50 cd 
7 31,66 d 
8 25,83 d 
CV (%) 22,78 
* Sais do Y3, vitaminas de Morel (MOREL e WETMORE, 1951), sacarose 3%, carvão 
ativado 0,15%, 500 mg.L-1 de glutamina,  gelrite 0,2% e 300 µM de picloram. Médias 
seguidas por letras idênticas nas colunas não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível 
de 5% de probabilidade.  
 
5.2 Formação de embriões 
 
 5.2.1 Primeiro teste  
 
Após 30 dias no meio Y3-5 e no meio Y3-1, observou-se um grande aumento 
de volume nos calos e o aparecimento de massas friáveis em cima dos calos já 
formados ou ao redor (FIGURA 2E, 2F). Não houve diferenças entre os meios com e 
 
 
sem reguladores vegetais durante esses 30 dias. Também apareceram calos 
nodulares, sendo estes tanto de aspecto friável (vários nódulos envolvidos por uma 
massa sem forma) como de aspecto compacto (vários nódulos em cima de um calo 
compacto). Não houve diferença significativa na formação de calos compactos em 
relação à concentração de picloram no meio anterior (TABELA 6; ANEXO 5) e nem 
em relação à origem do explante (TABELA 7; ANEXO 6). As massas friáveis 
apareceram igualmente nas três concentrações de picloram, não havendo diferença 
significativa entre as percentagens. Já em relação à posição do explante, a maior 
formação de massas friáveis ocorreu nas posições 1, 2 e 3, com 38 a 54% dos 
explantes formando esse tipo de calo (TABELA 7). 
A formação de calos nodulares foi baixa, sem diferenças significativas entre 
as concentrações de picloram nem entre as posições dos explantes. Após 150 dias, 
todos os explantes foram transferidos para o meio Y3-5. Os calos nodulares 
apresentaram estruturas globulares anormais que poderiam formar embriões 
somáticos, mas após 180 dias, essas estruturas se alongaram, formando estruturas 
semelhantes a raízes ou a embriões anormais (FIGURA 3E, 3F).  
 
TABELA 6 TIPOS DE CALOS FORMADOS A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES 
DE BOCAIÚVA EM MEIO DE CULTURA Y3-5*, DE ACORDO COM A 
CONCENTRAÇÃO DE PICLORAM NO MEIO ANTERIOR, AOS 120 DIAS DE 
CULTIVO IN VITRO. 
Tipos de calos (%) 
Picloram no meio 
anterior (µM) 
Compacto Friável Nodular Total 
150 16,66 a 27,7 a 19,8 a 64.16 a 
300 31, 25 a 23,75 a 15,62 a 70.62 a 
600 19, 59 a 21, 66 a 17,3 a 58.55 a 
CV (%) 18,84 24,41 28.96  
* Sais do Y3, vitaminas de Morel, 40 µM de 2,4-D 10 µM de 2-iP e 0,5g.L-1 de caseína 
hidrolisada, 30 g.L-1 de sacarose e 1,5 g.L-1 de carvão ativado. Médias seguidas por letras 
idênticas nas colunas não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de 
probabilidade.   
 
 
 
 
TABELA 7 TIPOS DE CALOS FORMADOS A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES 
DE Acrocomia aculeata CULTIVADOS EM MEIO DE CULTURA Y3-5*, DE ACORDO 
COM A ORIGEM DO EXPLANTE, APÓS 120 DIAS. 
Tipos de calos (%) 
Posição do 
explante 
Compacto Friável Nodular Total 
1 33,89 a 38,33 ab 15,55 a 87.77 
2 19, 44 a 53,89 a 13,33 a 86.66 
3 15,55 a 43,33 ab 17,22 a 76.1 
4 20, 55 a 22,77 abc 21,11 a 64.43 
5 25, 55 a 16,11 bc 27, 22 a 68.88 
6 20, 55 a 6,67 c 21,11 a 48.33 
7 23, 89 a 8,33 c 14,44 a 46.66 
8 20, 55 a 5,55 c 10,55 a 36.65 
CV (%) 26,32 26,47 33,19  
* Sais do Y3, vitaminas de Morel, 40 µM de 2,4-D 10 µM de 2-iP e 0,5g.L-1 de caseína 
hidrolisada, 30 g.L-1 de sacarose e 1,5 g.L-1 de carvão ativado. Médias seguidas por letras 
idênticas nas colunas não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de 
probabilidade.  
 
 
5.2.2 Segundo teste 
 
Depois da redução da concentração de picloram pela metade, houve um aumento 
de volume dos calos e o aparecimento de calos friáveis e nodulares (FIGURA 3A). A 
formação de calos compactos foi relativamente baixa e não houve diferenças 
significativas entre as posições para os cortes de 1 a 7. A formação de calos friáveis 
foi maior nos explantes próximos da região basal (1 a 4), com porcentagens 
variando de 22,49 (5° corte) a 55% (1° corte) (TABELA 8; ANEXO 7). Em relação 
aos calos nodulares, houve baixa formação e esta não diferiu significativamente 
entre as origens do explante (TABELA 8). O aumento do volume dos calos nesse 
experimento foi, visualmente, menor do que no experimento anterior. 
 
 
 
 
TABELA 8 TIPOS DE CALOS FORMADOS A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES 
DE BOCAIÚVA EM MEIO Y3-6*, DE ACORDO COM A ORIGEM DO EXPLANTE, 
AOS 120 DIAS DE CULTIVO IN VITRO. 
* Sais do Y3, vitaminas de Morel (MOREL e WETMORE, 1951), sacarose 3%, carvão 
ativado 0,15%, 500 mg.L-1 de glutamina e gelrite 0,2%, 75µM de picloram, 20µM de 2-iP e 
0,5g.L-1 de caseína hidrolisada. Médias seguidas por letras idênticas nas colunas não 
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  
 
 Após 120 dias, houve aparecimento de estruturas globulares nos calos 
nodulares que se assemelhavam a embriões na fase globular (FIGURA 3B) e aos 
160 dias mais estruturas globulares se formaram (FIGURA 3C), sendo que a maioria 
se formou nos explantes de origem 1 a 5 (TABELA 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Origem do 
explante 
Calo compacto (%) Calo friável (%) Calo nodular (%) 
1 25,00 ab 55,00 a 14,70 a 
2 40,83 a  46,66 ab 9,16 a 
3 22,49 ab   42,49 ab 15,83 a 
4 25,00 ab 25,83 abc 14,16 a 
5 11,66 b 22,49 bc 13,33 a 
6 18,33 ab 19,16 c 5,00 a 
7 17,49 ab 8,33 c   5,83 a 
8 3,33 b 16,66 c 5,83 a 
CV (%) 53,28 40,61 49,84 
 
 
TABELA 9 PORCENTAGEM DE CALOS COM CARACTERÍSTICAS 
EMBRIOGÊNICAS QUE FORMARAM ESTRUTURAS GLOBULARES EM MEIO DE 
CULTURA Y3-6*, DE ACORDO COM A ORIGEM DO EXPLANTE, AOS 160 DIAS 
DE CULTIVO IN VITRO. 
* Sais do Y3, vitaminas de Morel (MOREL e WETMORE, 1951), sacarose 3%, carvão ativado 0,15%, 
500 mg.L
-1
 de glutamina e gelrite 0,2%, 75µM de Picloram, 20µM de 2-iP e 0,5g.L
-1 
de caseína 
hidrolisada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Origem do explante 
Calos que formaram 
estruturas globulares (%) 
N° de estruturas 
globulares por explante 
 
1 
5.00 
34 
2 
3.00 
20 
3 
7.00 
44 
4 
3.00 
31 
5 
5.00 
35 
6 
3.00 
6 
7 
0.00 
0 
8 
0.00 
0 
 
 
6  DISCUSSÃO 
 
Este é o primeiro trabalho de indução de calogênese com o uso da técnica do 
TCL em explantes foliares de Acrocomia aculeata. Outros trabalhos envolvendo 
essa palmeira foram realizados a partir de embriões zigóticos (MOURA, 2007; 
BANDEIRA, 2008). A técnica já foi utilizada para pupunheira por Steinmacher et al. 
(2007b) e para dendezeiro por Scherwinski-Pereira et al. (2010). 
Os resultados da indução de calogênese foram similares aos encontrados por 
Steinmacher et al. (2007b) em pupunheira. Esses autores cultivaram explantes de 
13 origens separados em região do meristema apical, acima e abaixo da região 
meristemática apical. Foram utilizados o meio MS com 150, 300 e 600 µM de 
picloram e um meio controle sem picloram. Obtiveram a maior porcentagem de 
calogênese na região do meristema apical, de 83 a 97% em 150 a 600 µM de 
picloram, sendo que na bocaiúva, a maior porcentagem de calogênese foi observada 
nos explantes  1 a 5 (de 100 a 53,33%) nas mesmas concentrações de picloram. 
Isso mostra que a a indução de calos é influenciada pela origem do explante, sendo 
maior em tecidos basais e com maior atividade meristemática.  
Segundo Tisserat (1984), o sucesso da cultura de tecidos de espécies de 
palmeiras está associado ao uso de explantes em condições fisiológicas que 
permitem que possa ser seguido o programa morfogênico. As palmeiras parecem 
seguir o comportamento geral das monocotiledôneas, onde os calos iniciam de 
órgãos e tecidos com alta atividade meristemática. Nesse trabalho verificou-se uma 
maior indução de calos nos cortes mais próximos do ápice meristemático.  
 Scherwinski-Pereira et al. (2010), cultivando TCLs a partir de tecidos foliares 
de dendezeiro em meio MS com 0, 225 e 450 µM de 2,4-D ou picloram, obtiveram 
melhores resultados com picloram nos explantes originados da região basal da 
planta, mostrando que a posição do explante e a concentração de auxina foram os 
fatores essenciais para as células dos explantes induzirem a embriogênese 
somática, o que foi observado também nesse trabalho. 
 O picloram tem sido usado com sucesso na indução da embriogênese 
somática em algumas espécies, como na palmeira Areca catechu (WANG et al., 
2003, 2006), na pupunha (VALVERDE et al., 1987; STEINMACHER et al., 2007b), 
 
 
no dendezeiro (TEIXEIRA et al., 1995; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010), em 
Phoenix canariensis ( HUONG, et al., 1999), em Calamus merrellii e Calamus 
subinermis (GOH et al., 2001). No presente trabalho, a adição da auxina picloram 
mostrou-se mais efetiva na indução de massas embriogênicas a partir de TCL de 
bocaiúva, comparada com o 2,4-D. 
 Acredita-se que as auxinas sintéticas em altas concentrações tem efeito na 
indução da embriogênese somática relacionada à sinalização como auxina e como 
um componente que gere estresse (FEHER et al,. 2003). O estresse já se mostrou 
ser um importante fator relacionado com a aquisição da competência embriogênica e 
pode ser o responsável pela indução de calos em TCLs de bocaiuva, já que uma 
pequena quantidade de tecido foi exposta em concentrações altas de picloram.  
Em bocaiuva, Moura et al. (2007) usaram embriões zigóticos como fonte de 
explantes para cultura em meio Y3 com adição de picloram (9 µM), 2.4-D (9 µM), 
NOA (9 µM) ou CPA (9 µM), combinado ou não com o TDZ (1 µM). Esses autores 
relataram que o meio com 2,4-D combinado com TDZ e o meio com picloram foram 
os melhores na indução de calos embriogênicos. Entretanto, somente no meio com 
picloram e carvão ativado, houve regeneração e formação de embriões somáticos. 
As auxinas NOA e CPA não foram usadas na regeneração porque induziram baixa 
formação de massas embriogênicas e estas apresentaram características 
degenerativas (degradação dos tecidos com descamação das células). Os calos 
com características embriogênicas tinham aspecto nodular, com muitas estruturas 
globulares na superfície. O mesmo foi observado nesse trabalho, houve o 
aparecimento de calos nodulares com estruturas globulares na superfície em todas 
as concentrações de picloram e de calos friáveis, com estruturas globulares e/ou 
alongadas no meio da massa friável. Após 180 dias, essas estruturas se alongaram 
anormalmente, com formação de raízes bem definidas em algumas delas, 
mostrando que a substituição completa de picloram do meio por 2,4-D e 2-iP não foi 
positiva na formação de embriões somáticos.  
O uso de altas concentrações de picloram, seguido da eliminação completa 
do mesmo no meio pode ter induzido a formação das estruturas anormais no 
primeiro teste realizado. Já no segundo teste, a redução da concentração de 
picloram e adição de 2-iP não produziu grande massa de calos visualmente, mas 
 
 
houve formação de estruturas globulares melhor definidas. Já foi observado que a 
formação e desenvolvimento de embriões somáticos são favorecidos pela redução 
da concentração de auxina no meio de cultura e adição de uma citocinina (VERDEIL 
et al., 1994). 
Segundo Gaspar et al. (1996), a interação entre auxina e citocinina controla 
muitos aspectos do crescimento celular, diferenciação celular e organogênese. A 
concentração de cada regulador varia de acordo com o tipo de planta, as condições 
de cultivo e a forma do regulador utilizado. Nesse trabalho, a adição de 2-iP ao meio 
proporcionou o aumento de volume dos calos e diferenciação de massas 
embriogênicas e estruturas globulares.  
A adição de citocinina na fase de regeneração tem se mostrado importante 
em trabalhos envolvendo embriogênese somática de palmeiras, por auxiliar na 
formação de bipolaridade dos embriões somáticos (ABERLENC-BERTOSSI et al., 
1999). Segundo Carvalho et al. (2006), o 2-iP foi efetivo na multiplicação dos calos e 
formação de estruturas globulares em embriões zigóticos de dendezeiro, cultivados 
em meio Y3 acrescido de 2,26 uM de 2,4-D e 0,49 uM. Também Al-Khayri e Al-
Bahrany (2001), testando a interação do 2-iP com o nitrato de prata em tamareira, 
observaram que a presença de 2-iP aumentou o número de embriões somáticos 
gerados em calos provenientes de ápices caulinares. Em Euterpe edulis, o uso do 2-
iP com ANA no meio de cultura promoveu a progressão dos embriões somáticos e a 
manutenção da competência embriogênica nas culturas (GUERRA e HANDRO, 
1998). 
Zhang et al. (2009), testando várias concentrações de diferentes reguladores 
vegetais em 20 cultivares de algodão, mostraram que o maior número de embriões 
somáticos foi produzido em meio com 2-iP. O 2-iP se mostrou essencial na 
diferenciação das estruturas globulares em calos de bocaiuva.  
A origem do TCL foi fundamental para a formação de estruturas globulares 
em bocaiúva, o mesmo ocorrendo em pupunheira (STEINMACHER, 2007b) e 
dendezeiro (SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010), onde as estruturas se formaram nas 
regiões em torno da região meristemática apical da planta. O tipo de explante 
influenciou também a formação de embriões somáticos no girassol (PELISSIER et 
 
 
al., 1990), em Panax ginseng (AHN, et al., 1996), no sorgo (GENDY et al., 1996) e 
em Digitaria sanguinalis (LE et al., 1997).  
A técnica do TCL mostrou-se eficaz na formação de calos embriogênicos em 
bocaiúva. Segundo Silva (2003), a técnica proporciona um sistema simples e 
eficiente de micropropagação, utilizando uma quantidade pequena de material 
vegetal e de meio de cultura, facilitando estudos de embriogênese somática e 
organogênese. A cultura de limitado número de células permite maior controle da 
regulação de programas morfogênicos e a aplicação dessa tecnologia em várias 
espécies vegetais (NHUT et al., 2003). Além disso, pequenos explantes são 
relativamente uniformes, mais sensíveis às condições de cultura e reagem mais 
facilmente que os explantes tradicionais (LEGUILLION, 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7  CONCLUSÕES 
 
 
O uso do picloram, principalmente nas concentrações de 150 e 300 µM, foi 
eficiente na indução de massas embriogênicas em explantes foliares de bocaiúva. 
Além disso, os resultados mostraram que os tecidos da base das folhas são mais 
responsivos a esta auxina e aparentemente os responsáveis pela formação de 
embriões somáticos.  
A técnica do TCL é promissora para a indução de embriogênese somática 
dessa espécie.  
 
 
 
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8  CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 
 Esse trabalho representa o início de um protocolo de embriogênese somática 
de bocaiúva utilizando a técnica do TCL. Os resultados apresentados mostram que é 
possível a regeneração de embriões somáticos, sendo necessários maiores estudos 
e novos testes durante a fase de diferenciação e regeneração de embriões 
somáticos, testando diferentes interações entre citocininas e auxinas, além do 
desenvolvimento de experimentos de maturação e conversão dos embriões 
somáticos obtidos. 
 Além disso, estudos histológicos deverão ser feitos posteriormente para 
melhor compreender as origens da calogênese e o início da formação de embriões 
somáticos, para o aprimoramento de um protocolo eficaz para a embriogênese 
dessa espécie. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURAS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 1A e 1B– FRUTOS MADUROS DE BOCAIÚVA (Acrocomia aculeata), MOSTRANDO O 
EPICARPO E A POLPA. Barra= 2 cm. 1C- ENDOCARPO PÉTREO E SEMENTES EM FRUTOS 
SECOS DE Acrocomia aculeata. 1D – SEMENTE SECCIONADA DE Acrocomia aculeata, 
MOSTRANDO O EMBRIÃO ZIGÓTICO. 1E – PLÂNTULA DE Acrocomia aculeata OBTIDA IN VITRO, 
COM 90 DIAS. 1F – EXPLANTES INOCULADOS EM PLACA DE PETRI CONTENDO MEIO Y3 COM 
300µM DE PICLORAM, APÓS SETE DIAS. Barra= 1,57 cm). 
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FIGURA 2A - CALOGÊNESE NO EXPLANTE 1 DE TCL FOLIAR DE BOCAIUVA EM MEIO Y3 
ADICIONADO DE 300µM DE PICLORAM, AOS 60 DIAS. Barra= 0,83 mm.  2B – CALO NODULAR 
FORMADO EM MEIO Y3 ADICIONADO DE 300µM DE PICLORAM, AOS 90 DIAS. Barra= 2,03 mm. 
2C - INÍCIO DE CALOGÊNESE EM MEIO Y3  ADICIONADO DE 150µM DE PICLORAM, AOS 90 
DIAS (2D). Barras= 1,8 mm.  2D - CALOGÊNESE EM MEIO Y3 ADICIONADO DE 600µM DE 
PICLORAM, AOS 90 DIAS Barra = 4,4 mm. FIGURA 2E, 2F – CALOS FRIÁVEIS EM MEIO Y3 COM 
20µM DE 2,4-D E 10µM DE 2-iP, EXPLANTES DOS CORTES 2 E 3 RESPECTIVAMENTE, AOS 120 
DIAS. Barra= 2,8 mm e 3,2 mm. 
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3A – CALO NODULAR DE TCL FOLIAR DE BOCAIUVA EM MEIO Y3 ADICIONADO DE 75µM DE 
PICLORAM E 20µM DE 2-iP, AOS 120 DIAS. Barra= 2,4 mm. 3B – ESTRUTURAS GLOBULARES 
FORMADAS EM MEIO Y3 ADICIONADO 75µM DE PICLORAM E 20µM DE 2-iP, AOS 140 DIAS. 
Barra= 2, 3 mm. FIGURA 3C – CALO NODULAR COM ESTRUTURAS GLOBULARES EM MEIO Y3 
ADICIONADO DE 75µM DE PICLORAM E 20µM DE 2-iP, AOS 160 DIAS. Barra =  2,5mm. FIGURA 
3D – CALOS FRIÁVEIS EM MEIO COM 20µM DE 2,4-D E 10µM DE 2-iP, EXPLANTE DO CORTE 2, 
AOS 160 DIAS. Barra = 2,8 mm. FIGURA 3E, 3F – ESTRUTURAS ALONGADAS FORMADAS EM 
MEIO Y3 COM 20µM DE 2,4-D E 10µM DE 2-iP, EXPLANTES DO CORTE 4 e 3 
RESPECTIVAMENTE, AOS 160 DIAS. Barra = 2,3 mm e 4 mm.   
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ANEXOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 1 RESUMO DA ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA VARIÁVEL PICLORAM NO 
PRIMEIRO TESTE. 
Fonte de Variação G.L. Soma dos Quadrados Quadrado Médio F 
Picloram 2 411.16527 205.58263  0.768 ns 
Resíduo 12 3208.57537 267.38128   
Total 14 3619.74064     
Média: 64,49         
CV (%): 25,35         
ns = não significativo. 
 
ANEXO 2 RESUMO DA ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA VARIÁVEL ORIGEM DO 
EXPLANTE NO PRIMEIRO TESTE. 
Fonte de Variação G.L. Soma dos Quadrados Quadrado Médio F 
Origem 7 12598.07321 1799.72474  6.6262 ** 
Resíduo 32 8691.48683 271.60896   
Total 39 21289.56004     
Média: 63,47         
CV (%): 25,96         
** significativo ao nível de 1% de probabilidade. 
 
ANEXO 3 RESUMO DA ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA VARIÁVEL OXIDAÇÃO NO 
PRIMEIRO TESTE. 
Fonte de Variação G.L. Soma dos Quadrados Quadrado Médio F 
Picloram 3 1259.8968       419.9656  116.466 ** 
Origem 7 27.8711 3.9815 1.1042 ns 
Picloram X Origem 21 47.5287 2.2632 0.6277 ns 
Tratamento 31 1335.2967 43.0740 11.9455** 
Resíduo 128 461.5524 3.6058   
Total 159 1796.8491     
Média: 15, 48         
CV (%): 34,10         
ns = não significativo. 
** significativo ao nível de 1% de probabilidade. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 4 RESUMO DA ANÁLISE DE VARIÂNCIA FATORIAL PICLORAM X 
ORIGEM DO EXPLANTE NO PRIMEIRO TESTE. 
** significativo ao nível de 1% de probabilidade.  
* significativo ao nível de 5% de probabilidade. 
ns = não significativo.  
 
ANEXO 5 RESUMO DA ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA VARIÁVEL CALO 
COMPACTO NO PRIMEIRO TESTE EM FUNÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE 
PICLORAM. 
ns = não significativo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte de Variação G.L. Soma dos Quadrados Quadrado Médio F 
Picloram 2 17.31928 8.65964 2.452 ns 
Origem 7 182.88303 26.12615 7.398** 
Int Pic x Orig 14 25.69464 1.83533 0.6197 * 
Tratamentos 23 225.89625 9.82161 2.7811** 
Resíduo 96 339.02633 3.53152 
 Total 119 564.92328 
  Média: 63,47         
CV (%): 23,53         
Fonte de Variação G.L. Soma dos Quadrados Quadrado Médio F 
Picloram 2 4.72947 2.36473  2.538 ns 
Resíduo 12 11.17819 0.93152   
Total 14 15.90765     
Média: 22,29         
CV (%): 18,84         
ns = não significativo.  
 
ANEXO 6 RESUMO DA ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA VARIÁVEL CALO 
COMPACTO NO PRIMEIRO TESTE EM FUNÇÃO DA ORIGEM DO 
EXPLANTE. 
Fonte de Variação G.L. Soma dos Quadrados Quadrado Médio F 
Origem 7 10.22398 1.46057 0.8166 ns 
Resíduo 32 57.23573 1.78862   
Total 39 67.45971     
Média: 22,49         
CV (%): 26,32         
 
 
 
ANEXO 7 RESUMO DA ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA VARIÁVEL CALO FRIÁVEL 
NO PRIMEIRO TESTE EM FUNÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE PICLORAM. 
** significativo ao nível de 1% de probabilidade. 
 
ANEXO 9 RESUMO DA ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA VARIÁVEL CALO NODULAR 
NO PRIMEIRO TESTE. 
Fonte de 
Variação G.L. 
Soma dos 
Quadrados 
Quadrado 
Médio F 
Picloram 2 2.90820 1.45410  0.664 ns 
Resíduo 12 26.27941 2.18996   
Total 14 29.18760     
Média: 23,05         
CV (%): 28,96         
ns = não significativo. 
 
ANEXO 10 RESUMO DA ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA VARIÁVEL CALO 
NODULAR NO PRIMEIRO TESTE EM FUNÇÃO DA ORIGEM DO EXPLANTE. 
Fonte de 
Variação G.L. 
Soma dos 
Quadrados 
Quadrado 
Médio F 
Origem 7 10.04603 1.43515   0.635 ns 
Resíduo 32 72.31864 2.25996   
Total 39 82.36467     
Média: 17,56         
CV (%): 33,19         
ns = não significativo. 
 
 
Fonte de variação G.L. Soma dos Quadrados 
Quadrado 
Médio F 
Picloram 2 0.84462 0.42231 0.2532 ns 
Resíduo 12 20.01598 1.66800   
Total 14 20.86060     
Média: 24,37         
CV (%): 24,47         
ns = não significativo 
 
ANEXO 8 RESUMO DA ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA VARIÁVEL CALO FRIÁVEL 
NO PRIMEIRO TESTE EM FUNÇÃO DA ORIGEM DO EXPLANTE. 
Fonte de 
Variação G.L. Soma dos Quadrados 
Quadrado 
Médio F 
Origem 7 102.37260 14.62466  8.2165 ** 
Resíduo 32 56.95757 1.77992   
Total 39 159.33017     
Média: 24,37         
CV (%): 26,47         
 
 
ANEXO 11 RESUMO DA ANÁLISE DA VARIÂNCIA DA VARÍAVEL ORIGEM DO 
EXPLANTE NO SEGUNDO TESTE. 
Fonte de Variação G.L. Soma dos Quadrados Quadrado Médio F 
Origem 7 251.91440 35.98777 11.689** 
Resíduo 72 221.65992 3.07861 
 Total 79 473.57433 
  Média: 60,20 
    CV (%): 22,78 
    ** significativo ao nível de 1% de probabilidade.  
 
ANEXO 12 RESUMO DA ANÁLISE DA VARIÂNCIA DA VARIÁVEL CALO 
COMPACTO NO SEGUNDO TESTE. 
Fonte de Variação G.L. Soma dos Quadrados Quadrado Médio F 
Origem 7 56.16016 8.02288 1.1419 ns 
Resíduo 32 224.83204 7.02600 
 Total 39 280.99220 
  Média:  
    CV (%): 53,28 
    ns = não significativo. 
 
ANEXO 13 RESUMO DA ANÁLISE DA VARIÂNCIA DA VARIÁVEL CALO FRIÁVEL 
NO SEGUNDO TESTE. 
Fonte de Variação G.L. Soma dos Quadrados Quadrado Médio F 
Origem 7 155.15702 22.16529 4.7282 ** 
Resíduo 32 
   Total 39 337.53097 492.68799 
 Média:  
    CV (%): 40,61 
    ** significativo ao nível de 1% de probabilidade.  
 
ANEXO 14 RESUMO DA ANÁLISE DA VARIÂNCIA DA VARIÁVEL CALO 
NODULAR NO SEGUNDO TESTE. 
Fonte de Variação G.L. Soma dos Quadrados Quadrado Médio F 
Origem 7 37.54509 5.36358 2.2387 ns 
Resíduo 32 76.66807 2.39588 
 Total 39 114.21316 
  Média:  
    CV (%): 49,84 
    ns = não significativo. 
 
